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Differenzierung der Nematoden Globodera rostochiensis und G. 
pallida durch ein- und zweidimensionale Elektrophoresen ihrer 
Proteine 
Differentiation of the Nematodes Globodera rostochiensis and G. pallida by One- and Two-dimensional 
Electrophoresis of their Proteins 
Von H. Stegemann1 , H. Francksen1 und H. J. Rumpenhorst2 
Zusammenfassung 
Die Gewinnung der Proteinextrakte aus den Zysten oder 
Eiern von Nematoden (Globodera rostochiensis bzw. G. pal­
lida) muß sehr gleichartig, schnell und bei O °C erfolgen. Das 
Vermahlen unter trockenem Aceton bei gleichzeitiger Entfet­
tung und die anschließende Pufferextraktion bei pH 8,9 liefert 
die besten Proteinmuster nach elektrophoretischer Trennung 
in Polyacrylamid-Gel. 
Gute Differenzierung von Ro und Pa ist schon durch einfa­
che Elektrophorese möglich, besser noch in Gel-Gradienten 
oder durch Fokussierung. Differenzierung der Pathotypen 
erfolgt besonders schnell nach Trennung der Proteine durch 
Fokussierung. Eine noch bessere Auflösung ergibt das zweidi­
mensionale Verfahren, also die anschließende 3stündige Gra­
dienten-Elektrophorese senkrecht zur ersten Trennung. Auf­
arbeitung und Trennung können in einem Tage durchgeführt 
werden. Die Zuordnung der Muster zu einigen Pathotypen ist 
einfach, zu anderen nicht so eindeutig, weil ihre Bestimmung 
an einem begrenzten Kartoffelsortiment und nicht nach bio­
chemischen Kriterien erfolgte. Weitere Versuche dazu sind 
notwendig. 
Abstract 
Extraction of proteins from cysts or eggs of nematodes (Globodera 
rostochiensis and G. pallida) has to be performed in the very same 
manner, at about zero degree and fast. The grinding of the material 
under dry aceton removing Lipids followed by extraction with buffer at 
pH 8.9 yields the best patterns of the protein distribution using 
electrophoresis in polyacrylamide. 
Differentiation of Ro and Pa is possible with the standard electro­
phoresis and is improved in gel-gradients or by focusing. Differentia­
tion of pathotypes is particularly fast by focusing. An even better 
resolution is achieved by the !wo-dimensional method i.e. focusing 
followed by gradient gel electrophoresis for 3 hours in the perpendicu­
lar direction. Separation can be performed in one day. Pattern re­
cognition is easy for some pathotypes, for others it is more compli­
cated possibly because the pathotypes have been determined by means 
of a limited number of lest plants and not by biochemical criteria. 
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Further experiments are needed to compare biological and biochemi­
cal evaluation. 
In der Nematologie sind Proteinmuster nach Elektrophorese 
von Extrakten aus Zysten u. ä. als taxonomisches Hilfsmittel 
wiederholt benutzt worden. Bei morphologisch schwer unter­
scheidbaren Arten ist die Proteinverteilung ein diagnostisches 
Hilfsmittel (EVANS 1971; TRUDGILL und CARPENTER 1971; 
DICKSON, HUISINGH und SASSER 1971; GREET 1972; TRUD­
GILL und PARROT 1972; BERGE und DALMASSO 1975). 
Gewisse Unterschiede der Bandenmuster einzelner Populatio­
nen derselben Art beobachteten GREET und FIRTH (1977) 
und FRANCO (1979), was auf die Möglichkeit einer feineren 
Unterscheidung und sogar einer Pathotypen-Identifizierung 
hindeuten könnte. 
Pathotypen von Globodera rostochiensis und G. pallida 
werden mit einem aus 7 Kartoffelsorten bestehenden Testsor­
timent bestimmt (KORT, Ross, RUMPENHORST und STONE 
1977). Diese wie andere Wirt-Eignungsteste sind sehr zeitauf­
wendig. Wir haben daher versucht, mit schnellen eindimensio­
nalen Elektrophorese-Verfahren eine Differenzierung der 
beiden Arten zu optimieren (STEGEMANN und RUMPENHORST 
1980). Darüber hinaus stellten wir fest, daß die Extraktion zu 
den kritischsten Punkten gehört und die eindimensionalen 
Methoden kaum ausreichen, um Unterschiede bei Pathotypen 
zu entdecken. Daher wurden hochauflösende zweidimensio­
nale Verfahren eingesetzt, die in der einen Dimension die 
Proteine vorzugsweise nach Ladung, in der anderen nach 
Molekulargewicht trennen (Mapping-Verfahren, MACKO und 
STEGEMANN 1969). 
Material, Geräte und Methoden 
Nematoden-Zysten 
Die für die Versuche ausgewählten Populationen von G. 
rostochiensis (Ro) und G. pallida (Pa) waren hinsichtlich ihrer 
Art- und Pathotypen-Zugehörigkeit und ihrer Reinheit einge-
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hend geprüft worden. Das Zystenmaterial wurde durch Ver­
mehrung der Populationen an anfälligen Sorten im Gewächs­
haus gewonnen, wobei mit gedämpfter Erde gefüllte Töpfe mit 
ca. 30 Zysten ( 6000 E + L) inokuliert wurden. Die neugebil­
deten Zysten ließ man an den Wurzeln vollständig ausreifen, 
bevor sie im lufttrockenen Zustand mit dem Seinhorst-Elu­
triator ausgeschlämmt, mittels Aceton-Separation von verblie­
benen Bodenteilchen abgetrennt und unter der Stereolupe 
nochmals verlesen wurden. Der Inhalt der Zysten wurde auf 
Lebensfähigkeit und eventuellen Befall durch Mikroorganis­
men kontrolliert. Die reinen, nur aus vollen und gesunden 
Zysten bestehenden Fraktionen wurden bis zur Verwendung 
bei 6 °C im Kühlschrank aufbewahrt. 
Nematoden-Eier 
Zur Gewinnung reiner Ei-Fraktionen wurden die ausgereif­
ten, trockenen Zysten zunächst 24 Std. in dest. Wasser einge­
weicht, dann mit der Zystenmühle vorsichtig zerquetscht und 
die Ei-Suspension durch ein 50-�tm-Sieb gespült. Auf einem 
5-µm-Sieb wurden die Eier nochmals mit dest. Wasser gewa­
schen, anschließend in Aceton suspendiert, abzentrifugiert
und im Vakuum kurz getrocknet.
Apparaturen 
Mikro-Homogenisator (siehe Text) mit stufenlos regelbarem 
Getriebemotor (Typ 641.01.1, Heidolph-Elektro KG, 
D-8420 Kelheim). Für eine kleinere Probenzahl führt auch
das intensive Zerreiben in einem Porzellan-Mörser (lnnen-0
= 4 cm) zu gleich guten Ergebnissen. 
Geräte für PAGE und PoroP AGE mit Gel-Breite 12,6 cm 
(PANTA-PHOR) und 18,8 bzw. 22,6 cm (POOMA-PHOR 
bzw. MONO-PHOR), jeweils von Labor-Müller, D-3510 
Hann.-Münden, einschließlich des Zubehörs. 
Geräte für PAGIF in Röhrchen und Gerät zum Schneiden 
für Gel-Säulchen in der Längsrichtung, zum Einlegen einer 
Hälfte in das POOMA-PHOR-Gerät, Hersteller wie oben. 
Kühlzentrifuge (Typ „Eispirouette", PHYWE AG, D-3400 
Göttingen). 
Chemikalien 
Acrylamid, Methylenbisacrylamid, Tris, ME und alle Ampho­
lyte (Servalyt pH 3-7; pH 3-5; pH 5-7 und pH 4-6) stamm­
ten von Serva (D-6900 Heidelberg), die anderen Chemikalien 
von Merck (D-6100 Darmstadt). 
Tris/Borat-Puffer pH 8,9 nach STEGEMANN, FRANCKSEN 
und MACKO (1973) mit 15,12 g Tris und 1,15 g Borsäure in 
1 Liter wurde unverdünnt für die Elektrophoresen und mit 
3 Teilen Wasser verdünnt für die Zysten-Extraktion (siehe 
folgendes Kapitel) eingesetzt. 
Extrak tiun 
Die Zvstcn wurden in Portionen von etwa 2.5 mg (50-lOU 
Zysten) mit ca. 0,05 m! wasserfreiem Aceton für 3 min in 
einem selbst hergestellten Mikrohomogenisator (Glasröhr­
chen mit konisch eingeschliffenem Glaspistill, Schleiffläche 
etwa 1 cm=) unter O °C Außenkühlung bei 400 U/min so zer-
Venvc11LIL't1._· Abkürzungc11: 
PAA Polyacrvlarnid 
PAGE Polyacr}'lamid-Gel-Elektrophorese 
PoroP AGE Porositätsgradienten-PAGE 
P AGIF Polyacryla-mid-Gel-lsoelektrisches-Fokussieren 
ME Mercapto-äthanol 
SDS Natrium(Sodium)Dodecyl-Sulfat 
Tris 'l'ris-hy, In, \ 111cthyl-aminomc111,, n 
Ro Globodn;i rnstochicnsis 
Pa Globodcra pallida 
kleinert, daß keine Larventeilchen größer als 30 µm unter dem 
Mikroskop beobachtet werden konnten. Das Homogenat 
wurde in etwa 1,5 ml Aceton aufgenommen und die Suspen­
sion bei 9000 g für 5 min bei O °C zentrifugiert. 
Das Sediment wurde erneut mit 1,5 ml Aceton extrahiert 
und der überstand verworfen. Das Sediment wurde dann 
einmal für 5 min bei Raumtemperatur mit 0,2 ml 0,03-M­
Tris/Boratpuffer pH 8,9 mit 1 % ME extrahiert und der über­
stand nach dem Zentrifugieren entweder sofort verbraucht 
oder eingefroren (nicht aber gefriergetrocknet oder bei 4 °C 
aufbewahrt). Aus 2,5 mg Zysten gewinnt man soviel Extrakt, 
daß er für 6 eindimensionale oder 2 zweidimensionale Elek­
trophoresen ausreicht, entsprechend 10 bis 50 Zysten pro 
Elektrophorese. Ei-Fraktionen von etwa 2 mg wurden in der 
gleichen Weise extrahiert. 
Elektrophorese, eindimensional 
Die PAGE wurde in dem Gerät PANTA-PHOR, für mehr als 
10 Proben in den Geräten MONO-PHOR oder POOMA­
PHOR, bei pH 8,9 im Tris/Boratpuffer und einer Polyacryl­
amid-Konzentration von 6 % durchgeführt. Für PoroPAGE 
dienten die gleichen Geräte mit gleichem Puffer in P AA, 
dessen Konzentration von 5 auf 30 % gleichmäßig zunahm. 
Pro Trog von 8 mm Breite wurden 30 bis 60 µl Extrakt 
eingesetzt. Nach der Trennung wurde mit Supranolcyanin 6B 
(Bayer) gefärbt. 
Elektrophorese, zweidimensional (PAGIF und PoroPAGE =
Mapping) 
Das „Mapping" wurde im wesentlichen nach MACKO und 
STEGEMANN (1969) und STEGEMANN, FRANCKSEN und 
MACKO (1973) durchgeführt. Die Trennung im pH-Gradien­
ten (P AGIF) mit 1 % Ampholyt für die erste Dimension 
erfolgte in Säulchen von ca. 65 mm Länge mit 5 mm 0 in 
10 cm langen Glasröhrchen mit 6%igem photopolymerisier­
tem P AA in einem Gemisch 1 : 1 von Servalyt pH 3-5 und 
Servalyt pH 3-7 für eine Stunde bei 100 Volt und 2 Stunden 
bei 200 Volt. Die Trennung in Servalyt pH 3-7 war nicht so 
gut. Als Probe wurden 80 bis 160 µl Extrakt aufgegeben. 
Weitere Einzelheiten der elektrophoretischen Techniken 
mit diesen Apparaturen sind der jeweils neuesten Laborvor­
schrift „Elektrophorese und Fokussieren in Platten" (STEGE­
MANN 1981) zu entnehmen, die auf Anforderung kostenlos 
zugesandt wird (auch in englischer oder spanischer Sprache). 
Vermehrung 
Pathotyp Herkunft Wirt Jahr 
Ro 1 Unterstedt Grata 1980 
Ru 1 !-'SA l lannove1 '/ 1 <)7<) 
Ro 2 Obersteinbach l lansa l'J79 
Ro 2 Obersteinbach Grata 1980 
Ro 4 PD Wageningen Grata 1980 
Ro 4 Husberg Hansa 1979 
Ro 5 Harmerz Grata 1980 
Pa 1 \Vicscnthal Cirata l 'Jg() 
Pa 2 Winsen Hansa 1979 
Pa 2 Dalum Hansa 1979 
Pa 3 Harmelingen Hansa 1979 
Pa 3 Obermiming versch. Sorten 1980 
Ro X Pa Pont GLKS 58. 1 6-\ 2 .J 1979 
Ro X Pa Pl)nt l Lmsa 1 97') 
und einige weiter,: Ro !-Populationen 
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Ein PAA-Säulchen wurde insgesamt (PANTA-PHORI
MONO-PHOR) oder in Längsrichtung halbiert (POOMA-
PHOR), oben oder unten um ca. 1 cm gekürzt, auf ein Gel mit
einem Porositätsgradienten von 5 bis 30 % PAA in Trisl
Boratpuffer pH 8,9 aufgelegt, anpolymerisiert und senkrecht
zur Säulchenachse die Elektrophorese durchgeführt.
Die Vorextraktion des Homogenats mit Aceton zur Entfet-
tung und Trocknung erleichtert den Aufschluß. Die Extrahier-
barkeit der Proteine ist von der möglichst weitgehenden Zer-
kleinerung der enzystierten Larven abhängig und erreicht
einen Grenzwert, wenn die Teilchen im Mittel bei 10 ~tm
liegen und nicht größer als 30 ~tm sind. Die Abhängigkeit des
elektrophoretischen Proteinspektrums von der Vorbehand-
1ung zeigt Abb. 1.
Intakte Zysten lassen sich auch durch Kochen mit SDS und
ME nicht aufschließen. Aus zerriebenen Zysten kann man mit
SDS die Proteine gut extrahieren, jedoch wird die physikali-
sche Vielfalt der nativen Proteine durch Übergang in die
gleichsinnig geladenen Protomere stark reduziert. Eine
Extraktion mit bisher gebräuchlichen Puffern liefert schlech-
tere Ergebnisse als der Tris/Boratpuffer. Auch der Zusatz von
Chelatbildnern wie EDTA oder anderen Reduktionsmitteln
wie Sulfit bringt keine verbesserten Spektren.
Eine Veränderung der Proteine im Extrakt bemerkt man
schon, wenn die Homogenisierung ohne Kühlung durchge-
führt wird. Der Puffer-Extrakt kann - sollte aber nicht - bis zu
einer Stunde bei Zimmertemperatur stehen, ohne daß eine
wesentliche Veränderung des PAGE- oder PAGIF-Musters
nach eindimensionaler Trennung bemerkbar ist. Nach
16 Stunden haben sich die Bandenmuster jedoch total verän-
dert (Abb. 1), was sich auch durch Zugabe von EDTA oderl
und Harnstoff, Na-Sulfit, Ascorbinsäure oder Cystein nicht
verhindern läßt.
Die Bandenmuster von Ra und Pa sind in der einfachen
PAGE eindeutig verschieden und reproduzierbar. Die Poro-
PAGE oder PAGIF sind in Trennschärfe und Bandencharak-
teristik der PAGE überlegen. Zwischen den Pathotypen zei-
gen sich bei der PoroPAGE nur sehr geringe, aber - soweit wir
bisher abschätzen können - reproduzierbare Unterschiede
(Abb. 2). Das gilt z. B. für Ro 4 von "Husberg" und von
"Bargfeld", die sich beide von den geprüften Ra-i-Populatio-
nen durch eine schwache Bande unterscheiden (Pfeile in
Abb.2).
Besser differenziert die PAGIF-Technik. Einige Pathotypen
sind - auch in 3 Wiederholungen - durch ihre Muster identifi-
zierbar. Extrakte aus Ei-Fraktionen geben die gleichen cha-
rakteristischen Muster wie die aus den entsprechenden Zysten
gewonnenen (Abb. 3). Fokussierung in 6 M-Harnstoff liefert
gute, aber nicht so bandenreiche und daher weniger charakte-
ristische Muster.
Die "Mappings" (Fokussieren für die 1. Dimension, Poro-
PAGE in der 2. Dimension) von Ro und Pa sind charakteri-
stisch und nicht zu verwechseln (Abb.4). Die einzelnen
Pathotypen zeigen zwar auch hier auf den ersten Blick nur das
Grundmuster ihrer Art (Ro oder Pa), lassen aber in vielen
Fällen gewisse Unterschiede erkennen (Abb. 5), die hier deut-
licher ausfallen als bei der eindimensionalen PoroPAGE. Die
Reproduzierbarkeit ist gut. Die Pathotypenspezifität der Flek-
kenmuster muß jedoch noch eingehender mit weiteren Popu-
lationen überprüft werden. Die Vergleichbarkeit der Map-
pings wurde verbessert durch das Einlegen von 3 PAGIF-
Stäbchen auf ein Gel zur Trennung in der 2. Dimension.
Nachrichtenb!. Deut. Pflanzenschutzd. (Braunschweig) 34. 1982
Abb. 1. Proteinspektren von Extrakten aus Nematoden-Zysten. Ein-
fluß von Entfettung und Oxidationshemmern, dargestellt an G. pallida
(Bahn 1-14). Jeweils 30 Zysten zerkleinert, nicht entfettet (Bahn
1-3) bzw. fein gemahlen und acetonentfettet (Bahn 4-14). Puffer-
Extraktion für 1 h bei Raumtemperatur unter Zusatz von 0,5 % ME
(Bahn 1-6), von 0,2 % Na-sulfit, -disulfit (Bahn 7-9), je 0,1 %
Ascorbinsäure/Cystein (nach TRUDGILL und PARROT, 1972, Bahn
10-12) oder 0,2 % Dithioerythrit (Bahn 13-14). PAGE in 6 % PAA
bei pH 8,9 für 2,5 h bei 400 V und 80-40 mA, im MONO-PHOR.
Einfluß der Lagerzeit des Extraktes, dargestellt an G. I'Ostochiensis. Je
20 gemahlene, entfettete Zysten extrahiert (siehe Text), Extrakt bei
Raumtemperatur gelagert für 5 min, 2 h, 6 hund 24 h (Bahn 15-18).
PoroPAGE in 5-30 % PAA bei pH 8,9 für 17 h bei 400 V und
60-25 mA, im PANTA-PHOR.
Start oben (Kathode).
Abb. 2. Vergleich der eindimensionalen Proteinspektren (PAGE) von
G. mstochiensislG. pallida und Mischpopulationen/Hybriden beider
Arten mit einigen Beispielen von Zysten mit teilweise krank oder tot
erscheinendem Inhalt.
Von links nach rechts:
Sieben verschiedene Populationen von Ro 1, zwei von Ro 4, zwei von
Ro X, zwei von Ro x Pa und zwei von Pa 3. Irregularitäten sind
verursacht durch Pilzbefall (Bahn 1), Zysten partiell mit totem Inhalt
(Bahn 2), auffallend kleine Zysten mit geringem Inhalt (Bahn 10).
Extraktion der Zysten: siehe Text.
Molekulargewichtsmarker Serumalbumin und dessen Oligomere
(rechts außen). PoroPAGE in 5-30 % PAA bei pH 8,9 für 17 h bei
400 V und 90-30 mA, im MONO-PHOR.
Start oben (Kathode).
6 H. STEGEMANN, H. FRANCKSEN und H. J. RUMPENHORST, Differenzierung der Nematoden Globodera rostochiensis und G. pallida
Abb. 4 (Mitte). Differenzierung von Ro und Pa durch zweidimensio-
nale Proteinspektren ("Mapping"). Extraktion siehe Text. Ro 4
(links) Pa 1 (rechts), Vergleichsbahnen in eindimensionaler Tren-
nung, jeweils links vom Mapping.
1. Dimension: PAGIF von links (Anode) nach rechts mit 1 % Servalyt
pH 3-7 in 6 % PAA für 1 h bei 100 V und 2 h bei 200 V.
2. Dimension: PoroPAGE von oben nach unten (Anode) mit Tris/
Borat pH 8,9 in 5-30 % PAA für 3 h bei 400 V (POOMA-PHOR).
Abb. 3 (links). Vergleich der Proteinspektren (PAGIF, pH 3-7) von
Zysten und Eifraktionen verschiedener Pathotypen von Ro und Pa
sowie 2 Mischpopulationen der beiden Arten.
Von links nach rechts:
Eifraktionen (1. Gruppe) und Zysten (2. Gruppe) der Pathotypen
Ro 1,
Ro 2, Ro 4, Ro 5; Zysten von 2 Mischpopulationen von Ro mit Pa
(3. Gruppe);
Zysten der Pathotypen Pa 1, Pa 2, Pa 3 (4. Gruppe).
Start und Anode oben.
Abb. 5 (unten). Differenzierung von Pathotypen durch Protein-Map-
ping.
Experimentelle Daten siehe Abb. 4.
Eifraktionen von Ro 1 (links),
Ro 4 und Ro 5 (rechts).
Diskussion
In verschiedenen Arbeiten wurde festgestellt, daß das Protein-
spektrum der Weibchen von Heterodera-, Globodera- und
Meloidogyne-Arten in deutlicher Weise vom Entwicklungs-
stadium des Nematoden und durch die Wirtspflanze bestimmt
wird (ISHIBASHI 1970, BERGE und DALMASSO 1975, GREET
und FlRTH 1978). Letztere zeigten auch, daß Extrakte aus
frisch geschlüpften Larven verläßlichere, d. h. besser zu repro-
duzierende Proteinspektren liefern als solche aus Weibchen in
verschiedenen Entwicklungsstadien. Wir haben ausgereifte
Zysten mit voll entwickelten L2-Larven verwendet, wo Pflan-
zenproteine, wie sie im Darmtrakt junger Weibchen vorliegen
dürften, kaum zu erwarten sind. Zum Vergleich wurden ein-
mal isolierte Ei-Fraktionen untersucht. Von Mikroorganismen
befallene Zysten zeigen erwartungsgemäß völlig abweichende
Proteinmuster.
Über die Schwierigkeiten und vor allem die Reproduzier-
barkeit der eigentlichen Probengewinnung ist bisher kaum
berichtet worden. Bei einem Material mit so widerstandsfähi-
ger und undurchlässiger Kutikula sowie so fein differenzierten
Organellen erfordert die Extraktion ein möglichst homogenes
Material. Wieweit bisher nicht beachtete physiologische Ver-
änderungen oder der Beitrag einzelner Gewebeteile zu
bestimmten Proteinflecken beitragen, wird erst mit unserer
hochauflösenden 2-D-Methode zu verfolgen sein. Die Extrak-
tion mit einem Tris/Boratpuffer pH 8,9 ist optimal, zudem
stört Puffer dank seiner hohen Verdünnung nicht die folgende
PAGIF. Eine Nachextraktion liefert keine neuen Banden und
die bekannten nicht in einer Ausbeute, die diesen Schritt
rechtfertigen würde. Auch ist die Relation der Proteine im
zweiten Extrakt gegenüber dem ersten nicht verschoben. SDS
würde zusätzlich membrangebundene oder in diesem Puffer
unlösliche Proteine extrahieren, was die Ausbeute zwar
erhöht, die individuellen isoelektrischen Punkte aber
kaschiert. Man verliert dadurch ein Charakteristikum, das
durch Abtrennen des SDS in PAGIF/Harnstoff nicht voll zu
regenerieren ist (STEGEMANN 1979, DE WREEDE und STEGE-
MANN, in Vorbereitung).
Die Veränderung des Extraktes im Laufe der Zeit ist für ein
Homogenat nicht ungewöhnlich. Aber es fiel auf, daß die
Um~wandlung des Proteinmusters \\leder durch Chclatbildncr
noch durch Verschiebung des pH-Wertes in den sauren
Bereich verhindert werden konnte. Beim vorsichtigen Ansäu-
ern auf pH 3 wird die Veränderung geringer, aber es scheint
bereits zu einer partiellen, mit dem Auge nicht erkennbaren
Trübung zu kommen, die in der PAGE Banden vermissen
läßt. Zugabe von Reduktionsmitteln hemmt die Veränderung
der Muster, am deutlichsten ist die Wirkung von ME bzw.
Dithioerythrit.
Ein Vergleich der ein- mit den zweidimensionalen Verfah-
ren zeigt, daß mit der einfachen (eindimensionalen) PAGE
eine Artendifferenzierung ohne Schwierigkeiten und schnell
möglich ist. Dagegen ist mit den üblichen PAGE- oder Poro-
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PAGE-Methoden eine Differenzierung feiner Unterschiede, 
wie sie bei Pathotypen vorliegen, höchst unsicher oder unmög­
lich. Auch die SOS-beladenen Protomere sind ungeeignet .  
PAGIF oder Mapping nativer Proteine scheinen die Metho­
den der Wahl zu sein, und es  wird geprüft, ob multiple Formen 
von Enzymen zusätzlich zur Identifizierung von Pathotypen 
dienen können. BERGE et aL ( 1 9 8 1 )  wiesen z . B .  für Isoestera­
sen gewisse Unterschiede zwischen geographischen Rassen 
von .Heterodera a venae nach . 
Der Molekulargewichtsbereich liegt für die Hauptmenge 
der Proteine zwischen 50 000 und 1 34 000 dalton.  Sie können 
nach PoroPAGE unter den beschriebenen Bedingungen bei 
Laufzeiten von etwa 20 h mit Hilfe der Serumalbumin-Oligo­
meren als Markerproteine abgeschätzt werden. Laufzeiten von 
3 h ergeben bereits eine gute Auftrennung der Proteine , 
jedoch fehlerhafte MG-Werte . 
Die elektrophoretische Reproduzierbarkeit ist vollständig, 
eine kleine Unsicherheit liegt noch bei der Probenvorberei­
tung. Trotzdem kann man feststellen, daß es in mehreren 
Fällen gelang, Pathotypen durch Banden oder Flecken zu 
charakterisieren . Abb . 2 und Abb. 5 zeigen Beispiele .  Wenn 
gelegentlich zwei morphologisch als identisch und im Sorti­
mentstest als sehr ähnlich, daher gleich klassifizierte Pathoty­
pen im Mapping-Test ein leicht verschiedenes Muster gaben, 
so kann das auch an der besseren Differenzierungsmöglichkeit 
des biochemischen Tests liegen, denn die Zahl der mittels 
Testsortiment zu unterscheidenden Pathotypen ist durch die 
Auswahl der Test-Sorten willkürlich begrenzt. 
Zum Schluß sei der Zeitaufwand zur Diagnose von Arten 
und Pathotypen diskutiert, ohne die für beide Methoden not­
wendige Zysten-Isolierung zu berücksichtigen. Das morpholo­
gische Durchmustern zur Arten-Erkennung erfordert eine 
halbe bis eine Stunde pro Population. Der biologische Test für 
die Pathotypenbestimmung benötigt von der Infektion bis zur 
Auszählung der Zystenneubildung am Testsortiment etwa 6-8 
Wochen .  Der reine Arbeitsaufwand dürfte bei vorliegenden 
Zysten auf 6 Mann-Stunden zu veranschlagen sein, wenn nur 
die außen am Wurzelballen sichtbaren Zysten gezählt werden. 
Für eine genauere Bestimmung, bei der die Zysten ausge­
schlämmt werden, sind bei 5 Wiederholungen je Testklon 
mindestens 16 Mann-Stunden erforderl ich. Bei größerer Pro­
benzahl sind die benötigte Gewächshausfläche und der Unter­
haltungsaufwand beträchtlich. 
Der Elektrophorese-Test erfordert weniger Zysten als der 
biologische Test, und durch den Einsatz von Mikrogelen 
(POEHLING und NEUHOFF, 1980,  POEHLING und WYSS, 1 980) 
ließe sich der Materialbedarf im Verhältnis der eingesetzten 
Trogoberflächen, also um etwa 80 %,  senken. Allerdings ist 
bei Kapillartechniken die Vergleichbarkeit von Banden 
gegenüber Plattengelen schlechter, wenn man nicht gleichzei­
l'orosi tiitsgr;1d i u1tc11 vcrwcmk t .  Nach eigenen 
sind auch diL· ekklrnphorct i,;c\i,: 11 Manipulat i,1-
nen unbequemer. 
Die Arten-Diagnose ist mit der PAGE. besser mit der 
PoroPAGE oder PAGIF. einschließlich der b sten-Aufarbei­
tung für 12 Proben in 2 Tagen abgeschlossen. - Pathotypen 
diirflcn , 1111 lwstcn im l' !\ C IF- mlcr i rn IV! appi il,: ·Tcst idcnt i! i­
ziert \\ L'lckn können . In c· in,.·m (,crii t  ( l'OO ivL\ ·-P l  IO R)  ist 
das Mapping mit 6 Proben iu zwei Tagen zu schaffen, Ilomo­
genisieren. PAGIF und PoroPAGE eingeschlossen .  Das ent­
spricht 16 lvfann-Stunden . Für die PAGIF ergeben sich höch­
s tens 8 S tunden. Die Elektrophorese-Ausrüstung (POOMA­
PT'!OR 11 11d Stromquelle . aber ohne Zentrifuge und Solcküil 
kr,  der n,, t lalls durch ein l .isilad mit  1\qu,llw1ipumpe c.rsct/.t 
werden kiinnk)  kostet El1(k l ') 8 1  etwa .:'.;WU, - DM. Dei  
Nachrichri:::nbl. Deut . Pflanzenschutzd. (Braunschweig) 3-L 1982  
Unterhaltungs- und Energieaufwand ist sehr klein ; d ie Chemi­
kalienkosten für ein Mapping (6 Proben) dürften bei .9 ,- DM 
liegen . - Im eindimensionalen P AGIF sind in gleicher Zeit bei 
gleichen Kosten etwa 20  Proben zu bearbeiten. 
Zusammengefaßt kann man feststellen, daß das auf Proteine 
der Kartoffelnematoden erstmals angewandte zweidimensio­
nale Elektrophorese-Verfahren oder das PAGIF besser diffe­
renziert als frühere elektrophoretische Methoden. Im Zeitauf­
wand ist es den biologischen Testen vergleichbar, wenn nicht 
überlegen, kann aber wegen der schwierigen Extraktgewin­
nung und der geringen Zahl der bisher untersuchten Pathoty­
penpopulationen noch nicht endgültig beurteilt werden. 
Wir danken Frau s. J AHNKUHN und Herrn R. HEINRICH für die Hilfe 
bei der Erarbeitung der Protein-Spektren und Herrn K. WIECZOREK 
für die Anfertigung von Präzisionswerkteilen . 
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